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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING CHIRAL a HYDROXYCARBOXYLIC CRYSTALLINE ACIDS 



(54) Bezelchnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG CHIRALER a-HYDROXYCARBONSAUREN DURCH ENZYM AT^ 
Vp SCHE HYDROLYSE VON CHIRALEN C YANHYDRINEN n rii ^ i m^i 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for producing chiral a-hydroxycaiboxylic crystalline acids consisting in trans- 
O 1°™;"^ cyanhydrins (R) or (S) into a-hydroxycaiboxylic acids (R) or (S), respectively by enzymatic hydrolysis in the presence of 
^ Rhodococcus erythrvpoiis }>iCJMB 11540, 

Q (57) Zusammcnfassung: Verfahien zur Herstellung von chiralen a-Hydn>xycarbonsauren. bei welchem (R)-oder (S)-Cyanhydrine 
m Gegenwait von Rhodococcus erythropolis NCIMB 1 1540 durch enzymatische Hydrolyse in die korrespondiercnden (R)- oder iSY 
^ a-Hydroxycarbonsauren ttberftthrt weiden. 
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Verfahren zur Herstellung chlraler a-HydroxycarbonsSuren durch enzymatische Hyd- 
rolyse von chiralen Cyanhydrinen 

Optisch aktive a-Hydroxycarbons§uren finden beispielsweise als Zusatzstoffe zu Fut- 
termitteln oder bei der Gewinnung pharmazeutischer WIrkstoffe, Vitamine und FIQs- 
sigkristalle Verwendung. 

Diese optisch aktiven a-HydroxycarbonsSuren lassen sich welters beispielsweise 
nach Effenbenger et al.. Angew. Chem. 95 (1983) Nr.1, Seite 50, vortellhaft in ander- 
weitig nur sehr schwer herzustellende N-substituierte optisch aktive a-AminosSuren 
QberfQhren. 

Chirale a-Hydroxycarbonsauren sind heutzutage chemisch. fermentativ oder enzy- 
matisch zuganglich. 

Aus der Literatur 1st deshalb elne Reihe verschiedener Synthesemoglichkeiten von 
chiralen a-Hydroxycarbonsauren bekannt. 

So konnen racemische Cyanhydrine unter Zusatz geelgneter Mikroorganlsmen zu 
den gewOnschten chiralen a-HydroxycarbonsSuren hydrolysiert werden. 
Die Herstellung von chiralen a-HydroxycarbonsSuren, spezlell die Herstellung von 
optisch aktiver MilchsSure oder Mandelsaure aus racemischen Cyanhydrinen mit 
verschiedenen Mikroorganlsmen der Gattungen Alicaligenes. Pseudomonas, Acine- 
tobacter, Rhodococcus. Candida u.s.w. ist beispielsweise in EP 0 449 684, EP 0 527 
553, EP 0 610 048. u.s.w. beschrieben. 

Aus diesem Stand der Technik ist es auch bekannt. dass wenn ein racemisches Cy- 
anhydrin enzymatisch unter Venvendung einer Nitrilase zu der kon-espondierenden 
a-Hydroxycarbonsaure hydrolysiert wird, das Problem auftritl, dass das Enzym In- 
nerhalb kurzer Zeit inaktiviert wird und so die gewQnschte a-Hydroxycarbons§ure 
meist nur in geringen Ausbeuten und Konzentrationen erhalten wird. Dies gilt auch 
bei der Venwendung von Nitrilhydratasen, die das Cyanhydrin zu dem kon-espondle- 
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renden a-Hydroxyamid umwandeln. Die Hydroxyamide kdnnen sodann wiederum zu 
den korrespondlerenden a-HydroxycarbonsSuren umgesetzt warden. 

Es ist auch bekannt, beispielsweise aus Angew. Chem. 1994, 106, Seite1615f., dass 
sich optisch aktive Cyanhydrine ohne Racemisierung mit konzentrierter SalzsSure zu 
den korrespondlerenden chiralen a-Hydroxycarbonsauren hydrolysleren lessen. Die 
optische Relnheit der so hergestellten chiralen a-Hydroxycarbonsauren entspricht 
dabei der optlschen Relnheit des eingesetzten chiralen Cyanhydrins. auch wenn die- 
ses In-situ durch enzymkatalysierte Addition einer Cyanldgruppe an einen entspre- 
chenden Aldehyd oder ein Keton erhalten und ohne Isolierung bzw. Aufreinigung 
welterverarbeitet wird. 

Nachtelllg bei dieser Reaktlon Ist. dass empfindliche Substrate zersetzt werden und 
das Auftreten von Korroslon. 

Aufgabe der vorllegenden Erfindung war es. ein Verfahren zu finden, bei welchem so 
polare Nitrile wie chirale Cyanhydrine mit einer milden und effizienten IVIethode in die 
korrespondlerenden chiralen Hydroxycarbonsauren QberfQhrt werden kfinnen. wobei 
die Hydroxycarbonsauren in etwa die glelche enantlomere Reinhelt wie die Cyan- 
hydrine aufweisen. 



Unerwartetenveise konnte diese Aufgabe durch die Venwendung eines speziellen 
Bakteriums aus der Gattung Rhodococcus gelOst werden. 

Gegenstand der vorllegenden Erfindung ist demnach ein Verfahren zur Herstellung 
von chiralen a-Hydroxycarbonsauren, das dadurch gekennzeichnet ist, dass (R)- 
oder (S)-Cyanhydrine in Gegenwart von Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 
durch enzymatische Hydrolyse in die kon-espondierenden (R)- oder (S)-a- 
Hydroxycarbonsauren QberfQhrt werden. 
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Bei dem erflndungsgem§Ben Verfahren werden (R)- und rs;-Cyanhydrine in (R)- und 
rs;-a-Hydroxycarbonsauren mit einer optischen Reinheit von bis zu > 99%ee Qber- 
fUlirt. 



Als Ausgangsverbindungen dienen (R)- und (S)- Cyanhydrlne. die durcii enzymati- 
sclie Oder chemiscii l^atalysierte Addition einer Cyanidgruppe an die entsprechenden 
Aldeliyde oder Ketone hergestellt werden. 

Die enzymatisciie oder chemisch katalysierte Addition einer Cyanidgruppe an die 
entspreclienden Aldeliyde oder Ketone kann dabei analog dem Stand der Technik, 
beispielsweise analog EP 0 951 561 . EP 0 927 766. EP 0 632 130, EP 0547 655, EP 
0 326 063 U.S.W.. erfolgen. 

Als Ausgangsverbindungen elgnen sich die im Stand der Technik zitierten Aldehyde 
und Ketone. 

Beispiele fQr geeignete Aldehyde sind dabei aliphatische. aromatische oder hetero- 
aromatische Aldehyde. Unter aliphatischen Aldehyden sind dabei gesSttigte oder 
ungesattigte aliphatische, geradkettige, verzweigte oder cyclische Aldehyde zu ver- 
stehen. Bevorzugte aliphatische Aldehyde sind geradkettige Aldehyde mit insbeson- 
dere 2 bis 18 C-Atomen, besonders bevorzugt von 2 bis 12, die gesSttigt oder ein- 
oder mehrfach ungesattigt sind. Der Aldehyd kann dabei sowohl C-C- 
Doppelbindungen als auch C-C-Dreifachbindungen aufweisen. Der Aldehyd kann 
unsubstltuiert oder ein- oder mehrfach durch unter den ReakUonsbedingungen inerte 
Gruppen, beispielsweise durch gegebenenfalls substltulerte Aryl- oder Heteroa- 
rylgruppen, wie Phenyl- oder Indolylgruppen. durch Ci-C^AIkyl, gegebenenfalls sub- 
stltulerte Cycloalkylgruppen. die ein oder mehrere Heteroatome aus der Gruppe O. 
S. P, Oder N aufweisen konnen. Halogen-, Ether-. Alkohol-, Acyl-, Carbonsaure-, 
CarbonsSureester-, Nitro- oder Azidogruppen substitulert sein. 
Beispiele fUr aromatische oder heteroaromatische Aldehyde sind Benzaldezyd bzw. 
verschieden substituierte Benzaldehyde wie etwa 2-Chlorbenzaldehyd. 3,4- 
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Difluorbenzaldehyd. 4-MethyIben2aldehyd. S-Phenoxybenzaldehyd. 4-FIuor-3. 
phenoxybenzaldehyd, weiters Furfural, Anthracen-9-carbaldehyd. Furan-3- 
carbaldehyd. lndol-3-carbaldehyd, Naphthalln-1-carbaldehyd. Phthaldialdehyd. Pyra- 
zol-S-carbaldehyd. Pyrrol-2-carbaldehyd. Thiophen-2-carbaldehyd. Isophthalaldehyd 
Oder Pyridlnaldehyde u.s.w.. 

Beispiele fOr Ketone sind allphatische, aromatische oder heteroaromatische Ketone, 
bei denen das Carbonylkohlenstoffatom ungleich substituiert ist. Unter aliphatischen 
Ketonen slnd geradkettige, verzweigte oder cyclische Ketone zu verstehen. Die Ke- 
tone kOnnen gesattigt oder ein- oder mehrfach ungesattigt sein. Sie kSnnen unsubstl- 
tulert Oder ein- oder mehrfach durch unter den Reaktlonsbedlngungen Inerte Grup- 
pen. beispielsweise durch gegebenenfalls substitulerte Aryl- oder Heteroarylgruppen 
wie Phenyl- Oder Indolylgnjppen, durch Halogen-. Ether-, Alkohol-, Acyl-. CarbonsSu- 
re-, Carbonsaureester-, Nitro- oder Azidogruppen substituiert seln. 
Beispiele fQr aromatische oder heteroaromatische Ketone sind Acetophenon. Indoly- 
laceton u.s.w.. 



Bevorzugt werden (R)- oder (S)-Cyanhydrlne der Formel 



HO^CN 
R1 R2 

in der R1und R2 unabhangig voneinander H, einen gegebenenfalls ein- oder mehr- 
fach mit unter den Reaktlonsbedlngungen inerten Substituenten substltulerten C1-C6- 
Alkyl- Oder Alkenylrest oder einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach mit unter den 
Reaktionsbedingungen inerten Substituenten substltulerten Phenylrest bedeuten, mit 
der Mafigabe, dass R1 und R2 nicht beide H slnd. 

Bevorzugte unter den Reaktionsbedingungen inerte Substituenten sind beispielswei- 
se Halogene. wie Fluor, Brom und Chlor. Ci-Ce-AlkyI oder-Alkoxy. Ether. Ester, Ace- 
tale Oder gegebenenfalls substltulertes Phenyl und Phenyloxy. 
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Besonders bevorzugt elgnen sich fOr das erfindungsgemaSe Verfahren (R)- Oder (S)- 
Cyanhydrine. wie etwa (R)- oder (S)-2-Hydroxy-4-phenyI-butyronitril, (R)- oder (S)-2. 
Chlormandelonitril, (R)- oder (S)-Mandelonitril. (R)- oder (S)-4-Methylmandelonltril. 
(R)- Oder (S)-3-PhenoxymandeIonjtril. (R)- oder (S)-2-Hydroxy-2-methyl-heptannitril, 
(R)- Oder (S)-2-Hydroxy-2-phenyl-propionitril, (R)- oder (S)-2-Hydroxy-3-pentennitril. 
(R)- Oder (S)-l-Hydroxy-cyclohexannitril. (R)- oder (S)-Acetophenoncynahydrin. 

Das entsprechende (R)- oder (S)- Cyanhydrin wird sodann erfindungsgemaR enzy- 
matisch hydrolysiert. 

Die enzymatische Hydrolyse erfolgt erfindungsgemaR in Anwesenheit von Rhodo- 
coccus erythropolis NCIMB 1 1540. 

Mit Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 wurtie unerwarteterwelse ein Mikroor- 
ganlsmus gefunden, der sich dadurcli auszeichnet. dass er Qber ein Nitrilhydrata- 
se/Amidase-Enzymsystem verfOgt, das die Nitrilfunktion von derart poiaren Nitrilen, 
wie die oben angefQhrten Cyanhydrine hydrolysieren l<ann. 

Durch das Nitrilliydratase/Amidase-Enzymsystem von Rhodococcus erythropolis 
NCIMB 11540 warden die chiralen Cyanhydrine im ersten Schritt durch die Nitril- 
hydratase in das korrespondierende chirale Hydroxyamid hydrolysiert. welches so- 
dann in einem zweiten Hydrolyseschritt durch die Amidase In die entsprechende chi- 
rale a-Hydroxycarbonsaure QberfQhrt wird. 

Der Mikroorganismus kann bei dem erfindungsgemaRen Verfahren In jeglicher Forni, 
beispielswelse in Form von gemahlenen Zellen, rohen oder gerelnigten Enzymen, 
rekomblnanten Enzymen. immobilislerten Zellen oder Enzymen, lyophlllslerten Zellen 
Oder von „restlng cells" eingesetzt werden. 

Bevorzugt werden rekombinante Enzyme, resting cells oder lyophilisierte Zellen, be- 
sonders bevorzugt rekombinante Enzyme oder resting cells venvendet. 
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Neben dem direkten Einsatz der NItrilhydratase/Amidase-aktiven PrSparationen von 
Rhodococcus erythropoiis NCIMB 11540 Zellen stellt die Verwendung von rekombi- 
nanten, in einem geeigneten Mikroorganismus, wie etwa E. coli, Pichia pastoris, Sac- 
charomyces. Asperagillus, K. Lactis u.s.w. exprimierten Praparationen eine gute 
Alternative dar. Dabel werden die entsprechenden Gene mit Hilfe von Plasmid- 
konstrukten In geeignete WIrtszellen. beisplelsweise in E. coli-, Pichia pastoris-, Sac- 
chammyces-, Asperagillus-, K. Lactis- Wirtszellen eingebracht. Durch Wahl eines 
Induzierbaren Promoters konnen sowohl die Nitrilhydratase als aucli die Amidase in 
aktiver Form Qberexprimiert werden. Im Falle der Amidase konnen hierbei weit habe- 
re Aktivitatsniveaus erreiclit werden als bei entsprechender Fermentation der Rho- 
dococcus Zellen. 



Der Mikroorganismus wird sodann in der gewQnschten Fomi in einem wSssrigen 
Medium, wie Wasser oder einer Pufferiesung. suspendlert. Geeignete PufferlSsun- 
gen sind beispielsweise Phosphatpuffer. wie etwa K/Na-Phosphatpuffer, PBS-Puffer. 
Butyratpuffer, CitratlOsungen u.s.w.. 

Der pH-Wert der venwendeten PufferiSsung sollte dabel in einem Bereich von pH 4,6 
bis pH 1 1 , bevorzugt von 5.5 bis 8.5 liegen. 

AnschlieBend wird die so erhaltene Suspension mit dem entsprechenden chlralen 
Cyanhydrin versetzt. Da es sich bei den chlralen Cyanhydrlnen urn lipophlle Verbin- 
dungen mit beschrankter Wasserloslichkeit handelt, ist die Venvendung eines LO- 
sungsvemiittlers als Cosolvens notwendig, um die Cyanhydrine im wSssrlgen Medi- 
um in LGsung zu bringen. 

Als LOsungsvermlttler eignen sich beispielsweise organlschen LQsungsmlttel, Tensi- 
de, Phasentransferkatalysatoreh, u.s.w.. 

Organische LOsungsmittel. die sich fQr das erflndungsgemSBe Verfahren als Cosol- 
vens eignen sind solche, die erstens das Substrat ausreichend losen und zweitens 
die Enzymaktivitat so wenig wie moglich beeintrSchtigen. 
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Beisplele dafOr slnd Dimethylsulfoxld (DMSO), Dimethylformamid (DMF), C1-C6- 
Alkohole, wie etwa Methanol, Ethanol, i-Propanol, 1-Butanol. 2-Butanol. t-Butanol 
Oder 1-Pentanol. Toluol oder t.-Butylmethylether (TBME) Oder Gemlsche derselben. 
Bevorzugt warden als Cosolvens DMSO. DMF. Ethanol. i-Propanol oder Gemische 
derselben und besonders bevorzugt DMSO und DMF eingesetzt. 

Der Cosolvensantei! solite zwischen 0.5 und 20 Vol.%. bezogen auf das Gesamtvo- 
lumen der ReaktionslSsung liegen. 

Bevorzugt liegt der Cosolvensanteil zwischen 1 und 15 Vol% und besonders bevor- 
zugt zwischen 2 und 10 Vol%. 

Die Substratkonzentratlon in der Reaktionslosung sollte be! dem erfindungsgemSBen 
Verfahren In einem Bereich von Ig/I bis zu lOOg/l (bezogen auf das Gesamtvolumen 
der Reaktionsiesung) liegen. wobei die Akzeptanz einer ausreichend hohen Sub- 
stratkonzentratlon die Grundvoraussetzung fQr die Anwendung der erfindungsgema- 
Ben enzymatischen Hydrolyse im prSparativen Malistab ist. 

Bevorzugt slnd Substratkonzentrationen bis zu 50g/l, besonders bevorzugt bis zu 
25g/l. 

Die mogliche umsetzbare Substratkonzentratlon hSngt von der eingesetzten En- 
zymmenge ab. FQr eine effiziente, quantitative Umsetzung muss der erete Hydroly- 
seschritt sehr rasch erfolgen. urn den Zerfall des Cyanhydrins und die dadurch be- 
dingte Racemlslerung zu vennelden, sodass relativ hohe Zelldlchten erforderiich 
slnd. 

Es ist dabei zu beachten, dass eIne ausreichende Durchmischung des Reaktlonssys- 
tems gewahrieistet ist. 

Die Zell- bzw. Enzymmenge hangt von der AktlvitSt des Mikroorganismus in der ein- 
gesetzten Fomri, sowie von der Substratkonzentratlon und dem Cosolvens ab. ' 
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Der pH-Wert des Reaktionsgemisches sollte zwischen 4.5 und 11, bevorzugt zwl- 
schen 5.5 und 8 liegen. 

Gegebenenfalls kann dem Reaktionsgemlsch zur EInstellung des pH-Wertes noch 
eine geeignete Saure bzw. saure Saize, wie etwa Phosphorsaure, Borsaure, Citro- 
nensSure, u.s.w. zugesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBe enzymatische Hydrolyse wind bei einer Temperatur von 10 bis 
60°C, bevorzugt bei 15 bis 50°C und besonders bevorzugt be! 20 bis 45°C durchge- 
fuhrt. 

Nach erfolgter Hydrolyse zu den gewQnschten chiralen a-Hydroxycarbonsauren, er- 
folgt deren Isollerung aus dem Reaktionsgemisch mittels einer bekannten Technik, 
wie etwa Abzentrifugieren der Zellen, Extraktion des Produktes nacli AnsSuem mit 
HCI (Z.B.: pH 2) und gegebenenfalis weitere Aufreinigung durch Aktivkolilefiltration 
und Umkristaliisation. 

Durch die erfindungsgem§Be Verwendung von Rhodococcus erythropolis NC\MB 
11540 werden somit so polare Nitrile, wie cliirale Cyanlnydrine auf einfaciie und effi- 
ziente Weise unter milden Bedingungen in die kon-espondierenden chiralen a- 
HydroxycarbonsSuren QberfQhrt, wobei keinerlei Racemisierung auflritt. Die ge- 
wQnschten a-Hydroxycarbonsauren werden dabei, in Abhangigkeit vom ee-Wert des 
eingesetzten Cyanhydrins, in hoher optischer Reinheit von bis zu Qber 99% urid in 
hohen Ausbeuten von bis zu Uber 98% erhalten. 
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Beispiei 1: Herstellung des Biokatalysators 

FQr die Herstellung der Blomasse von Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 wur- 
de ein komplexes Standardmedium (Medium A, s. Tab.1) venvendet. Die Stammhal- 
tung erfolgte auf Agar-Platten mit Medium A (Verfestigung mit 15g7l Agar). Die Plat- 
ten wurden durch seitliches Umwickein mit Parafilm verschlossen und im KOhl- 
schrank bei 4" C gelagert. 

Das Wachstum der FIQssigkulturen erfolgte In 1000ml Erienmeyerkolben mit Schika- 
nen mit 250ml Medium A bei 30°C und 130rpm. 

Vsriante I (ohne Vorkultur): Etwa die HSIfte der Biomasse einer Agarplatte wurde in 
5ml steriler, physiologischer Kochsalzlosung suspendiert. Je eine Zellsuspension 
wurde 250ml Kulturmedium zugesetzt. 

Variante II (mit Vorkultur): FQr die Vorkultur wurde etwas Blomasse einer Agarplatte 
in 5ml steriler, physiologischer Kochsalzlosung suspendiert. Je eine Zellesuspenslon 
wurde 100ml Kulturmedium zugesetzt (= Vorkultur). Nach 20-24h Wachstum wurden 
5ml dieser Vorkultur je 250mL Kultumiedium zugesetzt. 

Die Zellernte erfolgte mittels Zentrifugatlon bei ca. 3000rpm fQr SOmin be! 0-4'C. Die 
Zellen wurden einmal mit K/Na-Phosphatpuffer (50mM, pH 6.5) gewaschen. Dann 
wurden die Zellen in frischem Puffer resuspendiert und entweder nach Schockfrleren 
lyophilisiert (Umsetzungen mit lyophillsierten Zellen, Beispiei 2), oder diese Zellsus- 
pension (ca. 6-8% des Kulturvolumens) wurde direkt fQr die biokatalytischen Umset- 
zungen verwendet (Umsetzungen mit Resting cells, Beispiei 3). 
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Tabellel: Zusammensetzung von Medium A 



Sterilisationsgruppe 


Substanz 


Konzentration [g/ll 


1 


Na2HP04 


4.97 


KH2PO4 


2.04 


11 


MgS04.7H20 


0.2 




CaCl2.2H20 


0.02 


III 


Ammonlumeisen(lll)-cltrat 


0.05 




Spurenldsung SL-6 


1ml/l 


IV 


Hefeextrakt 


1 


Fleischpepton 


10 


V 


Glucose 


10 



Beispiel 2: Umsetzungen mit lyophilisierten Zellen im analytischen MaBstab 

31.6mg, 52.6mg bzw. 105.2mg lyophillslerte Zellen wurden In 10ml Phosphatpuffer 
(50mM, pH 6.5) ca. 1 Stunde bel 130rpm und 20-25"C rehydratisiert. Je 475mI dieser 
Zellsuspenslon wurden in 1.5ml Eppendorf-ReaktionsgefaSe QberfQhrt und mit 25mI 
einer ca. 200ml\/l SubstratlSsung von 2-Hydroxy-4-phenyl-butyronltril in DMSO ver- 
setzt (3mg, 5mg bzw. lOmg Zellen/ml, S.-Konz, ca. lOmM. 5% DMSO). Die Umset- 
zung wurde im Themiomixer bei 30°C und lOOOrpm durchgefQhrt. Nach 0, 2, 4, 6, 8, 
10, 15, 20, 30, 60 und 120 Minuten wurde jewells ein Eppendorf-ReaktionsgefaR mit 
0.5ml 1N HCI versetzt. Nach Zentrifugation (5min. 13.000rpm) und entsprechender 
Verdunnung wurden die Konzentrationen von Cyanhydrin, Hydroxyamid und Hydro- 
xysSure mittels HPLC bestimmt. 
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telle 2 Hydrolyse von 2-Hydroxy-4-pheny|.butyronltril durch lyophlllsierte Rhodo- 
coccus erythropo/is NCIMB 1 1540 Zellen (lOmg Zellen/ml; Substratkonz.: 10mM) 
Konzentration (mM) von Substrat, Hydroxyamid und Hydroxycarbonsaure In Ab- 
hanglgkelt von der Zeit (min) 





0 min 


10min 


20min 


30min 


60mln 


lOOmin 


120min 


Substrat 


lOmiVl 


1.9mM 


0,7mM 


0,26ml\/l 


OmM 


OmIVI 


OmM 


Amid 


OmIVI 


4,7mM 


S.SmlVI 


3,2mM 


2mM 


1,1mM 


0,5mM 


Saure 


OmiV! 


3,3mM 


5,4mM 


6,1 mM 


7.5mM 


8,2mM 


8,5mM 



Belsplel 3: Enzymatische Hydrolyse unter Verwendung von Resting cells und 
lyophllisierten Zellen 



Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte analog Beisplel 1. Variante I. 2 Kultur- 
kolben. Nach 20 Stunden (OD546 = 3.5 bzw. 1.8) wurden Zellen aus je 4 mal 10ml 
FermentationsbrQhe abzentrifugiert und einmal mit K/Na-P04 Puffer (pH 6.5. 50mM) 
gewaschen. Je 2 Zellproben wurden vor Aktivitatsbestimmung lyophilislert. die ande- 
ren beiden wurden als Resting cells venwendet. 

Die Zellen wurden in 1.8ml K/Na-P04 Puffer (pH 6.5. 50mM) resuspendiert (lyophlll- 
sierte Zellen wurden zur Rehydratation 1h geschQttelt). Die Reaktlon wurde durch 
Zusatz von 200mI einer 200mM SubstratlQsung In DMSO gestartet ( Substrat-Konz 
ca. 20mM ) und be! SOX und ISOrpm im SchQttelschrank durchgefOhrt. Nach SOmln. 
60min und 17h wurden 200mI entnommen und mIt 200pl 1N HCI versetzt. Nach Zen- 
trifugatlon (5mln. 13.000rpm) und VerdQnnung wurden mittels HPLC die Umsatze 
bestlmmt. Dabel wurden nur das Substrat und die beiden Produkte berQcksichtigt Als 
Substrat wurde (R)-2-Chlormandelonltril (ee >99%) venwendet. Die Ergebnisse sind 
in Tab. 3 dangestellt. 
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^- Ergebnisse der Umsetzungen von Kultur 1 (OD546 3.5). Substrat: (R)-2- 
Chlormandelonitiil 



OH 


Resting cells 


Lyophilisierte Zellen (19mg/mL) 


Umsatz CH 


Umsatz HA[%f 


Umsatz CH 
\%V 


Umsatz HA[%f 


30mln 


100 


2 


40 


<1 


60mln 




4 


41 


0 


17h 




42 


43 


<1 



1: Der Umsatz des Cyanhydrins (CH) l>ezieht sich auf belde Produkte (Hydroxyamid 
und Hydroxysaure). 



2: Der Umsatz des Hydroxyamldes (HA) bezieht sich auf die Menge an HydroxysSu- 
re, die aus dem vorhandenen Hydroxyamid gebildet wurde. 

Belspiel 4: Enzymatische Hydrolyse unter Verwendung von unterschiedlichen 
Substratkonzentrationen 



Versuch 4. 1: 

Bei Versuch 4.1 wurde die Reaktion im analytischen MalJstab (Reaktionsvolumen 
1ml) mit 3 Substratkonzentrationen (2.2g/l. 6.6g/l, 13.2g/l) durchgefOhrt. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaR Beisplel 1, Variante II, 21 Fer- 
mentationsmedium. Ernte nach 20 Stunden (OD546 6.1). Die Zellen aus 8 mal 10ml 
Femientationsiesung wurden in KulturrOhrchen abzentrifugiert. Die erhaltene Zell- 
masse wurde einmal mit je 2ml K/Na- Phosphatpuffer (pH 6.5. 50mM) gewaschen. 
Der Inhalt von 2 RGhrchen wurde zur Bestimmung des Trockengewichtes lyophill- 
siert. 



wo 2004/076385 



13 



PCT/EP2004/000859 



Auswaage: 1 . 37mg lyophilisierte Zellen / 1 0ml FermentationslSsung 
2. 30mg 

(Diese Menge entsprach ca. dem EInsatz an Zellen/ml bei den folgenden Umsetzun- 
gen.) 

Der Inhalt der restlichen 6 RShrchen wurde in 950pl Puffer resuspendlert (OD ca. 40) 
und in Eppendorfers Qberfuhrt. Diesen Zellsuspensionen wurden je SOpI verschieden 
konzentrierter Substratlosungen (3 Konzentratlonen, ParallelansStze, 5% DMSO als 
Cosolvens) zugesetzt. Die Eppendorfers wurden am Thermomixer bei 30''C und 
lOOOrpm geschOttelt. Zur Umsatzkontrolle wurden jeweiis 200mI entnommen und mit 
200mI 1N HCI versetzt. Nacli Zentrifugation (5min. 13.000rpm) und VerdQnnung wur- 
den die Umsatze mit HPLC bestimmt. 

Folgende Konzentratlonen (R)-2-Clilomriandelonitril wurden venfl^endet: 

a. SubstratlSsung: 1 1mg (f?>-2-Chlormandelonitril in 250mI DIVISO (ca. 260mlVI) 
Substratkonzentration Im Ansatz: 2.2g/l (13.1ml\/l) 

b. SubstratlOsung: 33mg (R)-2-Chlormandelonitril In 250mI DiVlSO (ca. 290miVI) 
Substratkonzentration im Ansatz: Substratkonzentration: 6.6g/l (39.4mM) 

c. Substratlosung: 66mg (R)-2-ChlomiandeIonitril in 250|j| DIVISO (ca. 1580mlVl) 
Substratkonzentration im Ansatz: 13.2g/l (ZS.SmlVl) 

Ein Vergleich der Ansatze a-c ist in Tabelle 4.1 anhand der Bildung der 2- 
Chlomiandelsaure (in %) dargestellt. Bei alien Ansatzen wurde die HydroxysSure 
quantitativ gebildet. Es zeigte sich, dass aucii hohere Substratkonzentrationen prob- 
lemlos akzeptiert werden. 
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Tabelle 4.1: Vergleich der AnsStze a-c anhand der Bildung von (R)-2- 
Chlormandelsaure in % 





lOmin 


20min 


SOmIn 


40min 


50min 


a 


77% 


86% 


92% 


94% 


96% 


b 


45% 


70% 


82% 


89% 


95% 


c 


58% 


85% 


96% 


98% 


100% 



Versuch 4.2: 



Bel Versuch 4.2 wurde die Reaktion mit 2 verschiedenen Substratkonzentratlonen 
(10g/l, 20g/l) Im Sml-MaBstab durchgefQhrt. 

Die Herstellung des Biol<atalysators erfolgte gemSB Belspiel 1. Variante II, 2! Fer- 
mentatlonsmedlum, Ernte nach 19 Stunden (OD546 8.4). Die Zellen wurden in ca. 
140ml Puffer resuspendlert (Resting cells. OD546 52). Jewells 4.75ml dieser Zellsus- 
pension wurden fur die enzymatischen Umsetzungen venwendet. 
Es wurden 2 verschiedene Konzentrationen von (f?)-2-Chlormandelonitril in Parallel- 
ansatzen untersucht. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 250|jl SubstratlOsung 
gestartet und in Kulturr6hrchen im SchOttelschrank be! ZO'C und 130rpm durchge- 
fUhrt. Zur Umsatzkontrolle wurden jewells 200|jl entnommen und mit 200pl IN HCI 
versetzt. Nach Zentrifugation (5mln, 13.000rpm) und VerdQnnung wurden die UmsSt- 
ze mit HPLC bestimmt. 

a. 50mg (R)-2-Chlormandelonltril, gelfist in 250mL DMSO ([S] = 60mM, lOg/L, 

Cosolvens: 5% DMSO) 
Bereits nach 30 l\/Ilnuten war das gesamte Cyanhydrin zum Hydroxyamid umgesetzt. 
nach 2h waren ca. 40% Hydroxysaure gebildet. Nach 20h war die Umsetzung quan- 
titativ. 
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b. 100mg (R)-2-Chlormandelonitril, geiest In 250mL DMSO ( [S] = 120mM, 20g/l. 

Cosolvens: 5% DMSO) 
Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt, nach 
18h waren 36% Hydroxysflure gebildet. Nach 43h waren 41% Hydroxysaure gebil- 
det, danach fand keine weitere Umsetzung mehr statt. 

Versuch 4.3: 

Belm Versuch 4.3 wurden Urhsetzungen mit 10g/l und 15g/l (R)-2-Chlormandelonitril 
durchgefOhrt. Weiters wurde nach vollstandigem Umsatz der ee der geblldeten 
Hydroxysaure bestimmt. 

Die Herstellung des Biokataiysators erfolgte gemaS Beispiel 1 Variants II, 2.751 Fer- 
mentationsmedium, Ernte nach 20 Stunden. Die Zellen wurden in ca. 200ml Puffer 
resuspendiert (Resting cells, ODs46 44). Jewells 4.85ml dieser Zellsuspension wur- 
den ftir die enzymatlschen Umsetzungen venwendet. 

Es wurden 2 verschiedene Konzentrationen von (R)-2-Chlormandelonitril in Paraliel- 
ansatzen untersucht. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 150mI SubstratlSsung 
gestartet und In Kulturrdhrchen im SchQttelschrank bei 40''C und 150rpm durchge- 
fOhrt. Die Umsatzkontrolle erfolgte mittels HPLC. Bel vollstandigem Umsatz wurde 
die Hydroxysaure nach AnsSuem extrahiert und der ee bestimmt. 

a. 50mg (R)-2-Chlormandelonitril, gelost in ISOjjI DMSO ( [S] = 60mM, 10g/l, Co- 
solvens: 3% DMSO) 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren 80% Hydroxysaure gebildet, nach 19h war die Hydrolyse zur Hydroxysaure 
vollstandig (Produkt-ee > 99%). 
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b. 75mg (R)-2-Chlormandelonitrll, gelost in 150|j| DMSO ( [S] = 90mM, 15g/|. Co- 
solvens: 3% DMSO). 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren ca. 60% HydroxysSure gebildet, nach 19h war die Hydrolyse zur HydroxysSu- 
re vollstandig (Produkt-ee = 99%). 

Beispiel 5: Enzymatische Hydrolyse unter Verwendung unterschiedlicher Co- 
solventien 



Versuch 5. 1: 

Bel Umsetzungen Im 50ml-MaSstab wurde DMSO mit EtOH als Cosolvens vergll- 
chen. Es wurde 5% Cosolvens verwendet. die Substratkonzentration betrug jedoch 
nur4g/[ (R)-2-Chlormandelonltril. 

Blomasse aus 8 mal 250ml (abzOgllch 80ml. s.. Versuch 4.1) Femientationsmedlum 
(OD ~ 6.1) wurde nach 20h geemtet. Die Zellen wurden In 100ml K/Na- Phosphatpuf- 
fer (pH 6.5, 50mM) suspendiert. Diese Zellsuspension (OD 60) wurde fQr die enzy- 
matlschen Umsetzungen venwendet. Die Umsetzungen von (R)-2-Chlormandelonitril. 
gel6st In DMSO oder EtOH wurden in 100ml Schlifferlenmeyerkolben bei 150rpm 
und 30°C durchgefQhrt. Zur Umsatzkontrolle mittels HPLC wurden Jewells 200pl Pro- 
be mit 200mI 1N HCI versetzt. zentrifuglert (5min. 13.000rpm) und vor der Messung 
verdOnnt. Nach voHst§ndlgem Umsatz wurde der ee des Produktes bestlmmt. 

a . 50mL Zellsuspension wurden mit 200mg (R)-2-Chlormandelonltril (>99%) ge- 
I6st In 2300MI DMSO und 200|jl 0.1% H3PO4, versetzt. 
Substratkonzentration: 4g/L (24mM), 5% DMSO als Cosolvens 
Produkt-ee von (/?)-2-Chlomfiandelsaure : 97% 



wo 2004/076385 



17 



PCT/EP2004/0008S9 



b. 50mL Zellsuspension werden mit 200mg (/?)-2-Chlormandelonitril (>99%) ge- 
lost in 2300^1 EtOH und 200pl 0.1% H3PO4, vereetzt. 
Substratkonzentration: 4g/l (24mM), 5% EtOH als Cosolvens 
Produkt-ee von (/?)-2-ChIonnandelsaure: >99% 

Versuch 5.2: 

Hier wurden die Ldsungsmittel DMSO, EtOH und 'PrOH wieder mIt einem Antell von 
5% venA/endet, die Substratkonzentration betrug 10g/l (/?)-2-Chlormandelonitril. Die 
Reaktion wurde im 5ml-l\^alistab durchgefQhrt. 

Die Herstellung des Biokatalysators Beispiel 4, Versuch 4.2 (OD546 8.4). Jeweils 
4.75ml der Zellsuspension (Resting cells. OD546 52) wurden fQr die enzymatischen 
Umsetzungen verwendet. Umsetzungen von (R)-2-Chlonnandelonltrll (>99%) gelOst 
in DMSO, EtOH und l-PrOH wurden in Kultun-flhrchen be! 150rpm und 30°C durchge- 
fUhrt (ParallelansStze). 

Zur Umsatzkontrolle nnittels HPLC wurden jeweils 200|jl Probe mit 200^1 1N HCI ver- 
setzt. zentrlfugiert (5min. IS.OOOrpm) und vor der Messung verdOnnt. Nach vollstan- 
digem Umsatz wurde der ee des Produktes bestimmt. 

a. 50mg (R)-2-Chlormandelonltril, gelost in 250|jl DMSO ( [S] = 60mM, 10g/l. Co- 
solvens: 5% DMSO) 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Hydroxyamid umgesetzt. 
nach 2h waren ca. 40% Hydroxysaure gebildet. Nach 20h war die Umsetzung quanti- 
tativ (Produkt-ee = 95%). 

b. 50mg (f?)-2-Chlomiandelonitril. gelSst in 250mI EtOH, ( [S] = 60mM, 10g/l, Co- 
solvens: 5% EtOH) 

Bereits nach 30 Minuten 1st das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt, nach 3h 
sind 35% HydroxysSure gebildet, nach 19h ist die Hydrolyse zur Hydroxysaure zu 
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94% abgeschlossen, nach 28h ist die Umsetzung praktisch vollstSndig (Produkt-ee = 
97%). 

c. 50mg (R)-2-Chlormandelonitril, gel5st in 250|jI /-PrOH, ([S] = 60mM, 10g/l. 
Cosoivens: 5% /-PrOH) 

Bereits nach 30 IVIinuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 3h 
waren 8% Hydroxysaure geblldet, nach 44h waren 64 % Hydroxysaure geblldet 
(Produkt-ee = 92.3) 

Beispiei 6: Enzymatische Hydrolyse bei unterschiedlichen Temperaturen 

Versuch 6. 1: 

Bei Versuch 6.1 wurde der Reaktlonsverlauf bei Reaktlonstemperaturen von 30°C, 
35°C, und 40''C verglichen. Die Ansatze wurden im 5ml-MaBstab mit einer Substrat- 
konzentration von 10g/l (R)-2-Chlornnandelonitril durchgefuhrt. Nach vollstandigem 
Umsatz wurde der ee des Produktes bestimmt. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaB Beispiei 4. Versuch 4.2, (OD546 
8.4). Jeweils 4.75mi der Zpllsuspension (Resting cells, OD546 52) wurden fQr die en- 
zymatischen Umsetzungen verwendet. Umsetzungen von 50mg (R)-2- 
Chiormandelonitril (>99%) ( [S] = aOmlVI, 10g/l). gelSst in 250|jl DIVISO (5%) wurden 
bei 3 verschiedenen Temperaturen (30°C, SS-C. 40''C) in Kuiturrohrchen bei 150rpm 
durchgefQhrt (Parallelansatze). 

Zur Umsatzkontrolle mittels HPLC wurden jeweils 200pl Probe mit 200mI 1N HCI ver- 
setzt. zentrifugiert (5min, 13.000rpm) und vor der Messung verdQnnt. Nach vollstan- 
digem Umsatz wurde der ee des Produktes bestimmt. 
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a. T = 30»C 

Bereits nach 30 MInuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid.umgesetzt, nach 2h 
waren 42% HydroxysSure gebildet, nach ca. 20h war die Hydrolyse zur (R)-2- 
Chlormandelsaure vollstandig (Produkt-ee - 95%). 



b. T = SS'C 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt, nach 2h 
waren 66% Hydroxysflure gebildet, nach 19h war die Hydrolyse zur (R)-2- 
Chlormandelsaure vollstandig (Produkt-ee = 96.5%). 

c. T = 40°C 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren 86% HydroxysSure gebildet. nach 19h war die Hydrolyse zur (R)-2- 
Chlonnandelsaure vollstandig (Produkt-ee = 97.9%). 

Versuch 6.2: 

Bei Versuch 6.2 wurde die Temperatur bis auf SCC erhdht. 

Die Herstellung des Blokatalysators erfolgte gemSS Belspiel 4. Vereuch 4.3 (OD546 
44). Jewells 4.85ml der Zellsuspenslon (Resting cells. OD546 44) wurden fur die en- 
zymatischen Umsetzungen venvendet. Umsetzungen von 50mg (R)-2- 
Chlormandelonltril (>99%) ( [S] = 60mlVI, 10g/l), gelost in 150|jl DMSO (3%) wurden 
bel 3 verschiedenen Temperaturen (SCC. 40X, 50°C) in Kulturrdhrchen bei 150rpm 
durchgefuhrt (ParallelansStze). 

Zur Umsatzkontrolle mittels HPLC wurden jeweils 200pl Probe mit 200pl 1N HCi ver- 
setzt. zentrifugiert (Smin, 13.000rpm) und vor der Messung verdUnnt. Nach vollstan- 
digem Umsatz wurde der ee des Produktes bestlmmt. 
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a. T = sec 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren 42% HydroxysSure gebildet, nach 19h war die Hydrolyse zur Hydroxysaure 
vollstandig (Produkt-ee > 99%). 

b. T = 40°C 

Bereits nacli 30 Minuten war das gesamte Cyaniiydrin zum Amid umgesetzt, nach 2h 
waren 80% Hydroxysaure gebildet. nach 19h war die Hydrolyse zur HydroxysSure 
vollstandig (Produkt-ee > 99%). 



0. T = 50°C 

Bereits nach 30 Minuten war das gesamte Cyanhydrin zum Amid umgesetzt. nach 2h 
waren 92% Hydroxysaure gebildet, nach 19h war die Hydrolyse zur Hydroxysaure 
vollstandig (Produkt-ee > 99%). 

Beisplel 7: Umsetzungen von Cyanhydrinen von Aldehyden mit Rhodococcus 
erythropolls NCIMB 11540 im halb-praparativen Mafistab 

FDr alle Umsetzungen wurde K/Na-Phosphatpuffer (50mM, pH 6.5) venwendet. Die 
Reaktionsverfolgung erfolgte mit HPLC. Nach Probenahme wurde zum Abstoppen 
der blokatalytischen Reaktion mit Probenvolumen IN HCI vereetzt (Parallelproben). 
Nach Zentrifugation (5mln. 13.000rpm) wurde mit HPLC-Laufmlttel verdQnnt. 

Zur Aufarbeitung wurde die Blomasse 30min bei 4X und SOOOrpm abzentrifugiert 
und einmal mit H2O dest. gewaschen. Nach Ansauern des Oberstandes mit 1N HCI 
auf pH 2 wufxle 3-4 mal mit TBME extrahiert. 
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Versuch 7.1: 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gem§B Beispiel 1, Variante II. 31 Fer- 
mentationsmedium, Emte nach 20 Stunden (OD546 5.9). Die Zellen wurden zu ca. 
180ml In Puffer resuspendlert (Resting cells, OD546 80). 

0.6g (f?)-2-Chlormandelonitrll (ee > 99%), gelost in 1.5ml DMSO wurden 60ml dieser 
Zellsuspension zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei SO'C und 150rpm im Schiittel- 
schrank durchgefuhrt. Nach 30min war das Cyanhydrin vollstandig hydrolyslert. 
nach 1 7 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlormandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 0.73g (109%) 
Produkt-ee: >99% 

Versuch 7.2: 

In Versuch 7.2 wurden einige Reaktionsparameter varilert. Als Standardbedingungen 
galten 10g/l Substrat und DMSO als Cosolvens (hier 2.5%). Ein zweiter Ansatz wur- 
de mit 15g/l Substrat durchgefQhrt, ein weiterer mit 10g/l Substrat und DMF als Co- 
solvens. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemSB Beispiel 1, Variante II. 31 Fer- 
mentatlonsmedium. Ernte nach 20 Stunden (OD546 6.8). Die Zellen wurden zu ca. 
190ml Puffer resuspendlert (Resting cells, OD548 69). Drel Umsetzungen wuixlen 
durchgefQhrt. 

Ansatz A: 0.3g (R)-2-Chlonnandelonitrll (ee>99%). gelfist In 750pl DMSO wurden 
30ml dieser Zellsuspension zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 40''C und 150rpm |m 
SchOttelschrank durchgefQhrt. Nach 30min war das Cyanhydrin vollstandig hydroly- 
slert. nach 5 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlormandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 0.31 g (93%) 
Produkt-ee: >99% 
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Ansatz B: 0.3g (/?)-2-Chlormandelonitril (ee>99%), geldst in 750mI DMF wurden 30ml 
dieser Zellsuspension zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 40'*C und 150rpm im 
ScliUttelschranIc durchgefOiirt. Nach SOmin war das Cyanhydrin vollstSndig hydroly- 
siert, nach 5 Stunden war die Umsetzung zur (/?)-2-Clilormandels3ure vollstSndig. 
Rohausbeute: O.SOg (90%) 
Produkt-ee: 98.5% 

Ansatz C: 0.45g (R)-2-Chlormandelonitril (ee>99%), gel6st in 750mI DIVISO wurden 
30ml dieser Zellsuspension zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 40''C und 150rpm im 
SchQttelsclirank durchgefQiirt. Nach 30min war das Cyanhydrin vollst§ndig hydroly- 
siert, nach 5 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlormandelsdure praktisch voll- 
stSndig. ' 

Rohausbeute: 0.45g (90%) 
Produkt-ee: >99% 

Versuch 7.3: 

Hier wurden 2 Ans§tze mit verschieden groRer Substratkonzentratlon (Ansatz A 
10g/l, Ansatz B 15g/l) durchgefQhrt. Beide Umsetzungen verliefen nahezu gleich 
rasch und waren nach 2 Stunden vollstSndig. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaii Beispiel 1, Variante II. 31 Fer- 
mentationsmedium, Emte nach 20 Stunden (OD546 1.2). Die Zellen wurden In ca. 
180ml Puffer resuspendiert (Resting cells, OD546 70). Zwei Umsetzungen wurden 
durchgefQhrt. 

Ansatz A: 0.8g (R)-2-Chlormandelonitril (ee>99%), geiast In 1.6ml DMSO wurden der 
Zellsuspension (80ml) zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 50°C und 150rpm im 
SchUttelschrank durchgefQhrt. Nach 15min war das Cyanhydrin vollstandig hydroly- 
siert, nach 2 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlormandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 0.85g (95%) 
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Produkt-ee: >99% 

Ansatz B: 1.2g (R)-2-ChlormandeIonltril (ee>99%), gel6st in 1.6ml DMSO wurden der 
Zellsuspenslon (80ml) zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 50°C und 150rpm Im 
SchQttelschrank durchgefUhrt. Nach 30min war das Cyanhydrin vollstSndig hydroly- 
siert, nach 2 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlormandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 1 .26g (94%) 
Produkt-ee: 98.9% 

Versuch 7.4: 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaB Beispiel 1, Variante II, 2.51 Fer- 
mentationsmedium. Emte nach 20 Stunden (OD546 6.9). Die Zellen wurden in ca. 
160ml Puffer resuspendiert (Resting cells, OD546 63). 

1.3g (f?)-2-Chlormandelonitrii (ee>99%), gelSst in 2.5ml DMSO wurden 140ml dieser 
Zellsuspenslon zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 40''C und 150rpm im SchQttel- 
schrank durchgefOhrt. Nach 15min war das Cyanhydrin vollstandig hydrolysiert, nach 
3 Stunden war die Umsetzung zur (R)-2-Chlomriandelsaure vollstandig. 
Rohausbeute: 1 .43g (98%) 
Produkt-ee: >99% 

Versuch 7.5: 

Bei dieser Umsetzung wurde 1g Mandelonitril bei einer Substratkonzentration von 
8g/l zur entsprechenden Hydroxysaure hydrolysiert. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgte gemaiS Beispiel 1, Variante II, 21 Fer- 
mentationsmedium, Emte nach 20 Stunden (OD546 8.4). Die Zellen wurden In ca. 
120ml Puffer resuspendiert (Resting cells, OD546 74). Die Umsetzung wurde nach 
TIeffrieren des Biokatalysators Qber Nacht durchgefOhrt. 
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1.0g (/?H+)-Mandelonitril. gelSst in 2.4ml DMSO wurde der Zellsuspension (120ml) 
zugesetzt. Die Hydrolyse wurde bei 40X und ISOrpm im SchQttelschrank durchge- 
fQhrt. Nach 15min war das Cyanhydrin vollstandig hydrolyslert. nach 5 Stunden war 
die Umsetzung zur (R)-Mandels§ure vollstandlg. 
Rohausbeute: 1.1 6g (100%) 
Produkt-ee: 93% 

Beispiel 8: Umsetzungen von Cyanhydrinen von Ketonen mit Rhodococcus 
erythropolis NCIMB 11540 im halb-praparativen MaBstab 

Es wurde en K/Na-Phosphatpuffer (50mM, pH 6.5) verwendet. Die Reaktionsverfol- 
gung erfolgte mit DC. 

Zur Aufarbeitung wurde die Biomasse 20min be! 4"C und 6000rpm abzentrifugiert 
und einmal mit H2O dest. gewaschen. Nach AnsSuern des Oberstandes mit IN HCI 
auf pH 2 wurde 3-4 mal mit TBIVIE extrahiert. 

Die Herstellung des Biokatalysators erfolgt gemaB Beispiel 1, Variante II, 2L Fermen- 
tationsmedlum. Emte nach 20 Stunden. Die Zellen wurden in ca. 60mL Puffer re- 
suspendiert (Resting cells. OD546 60). 

300mg (S)-Acetophenoncyanhydrin (25% Acetophenon, ee 94%), gelost in 1mL 
DMSO wurden der Zellsuspension zugesetzt. Nach 20h war die Umsetzung It. DC 
vollstandlg und das Produkt (enthalt 1-Phenylethanol und Spuren anderer Verunrei- 
nigungen) wurde extrahiert. Die Umsetzung verlief ohne Verlust an Enantlomeren- 
reinheit. 

Rohausbeute: 357mg 
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Beispiel 9: Erzeugung von Enzympraparationen von Nitrilhydratase und Aml- 
dase zur Hydrolyse substituierter Cyanhydrine mittels rekombinanter Expres- 
sion in E. coli 

Zur Expression der Nitrilhydratase, sowie zur Expression der Amidase wurde das 
pl\/IS470-Plasmidsystem herangezogen. Dieses Plasmid verfOgt neben den replilcatl- 
ven Elementen, einer seielctlonlerbaren Amplcillln-Resistenz und dem Lac- 
Repressor-Gen lad Qber einen induzierbaren tac-Promotor, welcher eine gesteuerte 
Oberexpression der einl<lonierten offenen Leserahmen erlaubt. 

Expressionsplasmid fur die Rhodococcus erythropolis NCIIVIB 11540 Nitril- 
hydratase: 

Die Plasmidl<arte ist in Abbildung 1 zu sehen. Das Plasmid tragt die Bezeichnung 
pl\/IS470Nhse7.3. Es enthalt neben den beiden Genabschnltten der Nitrilhydratase 
(a- und p-Untereinheit) noch einen dritten offenen Leserahmen, welcher fQr ein Akti- 
vatorprotein codiert. 

Expressionsplasmid fur die Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 A- 
midase: 

Anders als bel der Nitrilhydratase Ist fQr die Expression der Amidase von Rhodococ- 
cus erythropolis NCIIVIB 11540 nur ein einziger Leserahmen notwendig und dieser 
wurde im Plasmid pMS470-33/3/1/11 hinter dem tao-Promotor einkloniert. Die Abbil- 
dung 2 zeigt die Plasmidkarte dieses Konstruktes. 

Fermentation der rekombinanten Nitrilhydratase und Amidase 

Die Fermentation der beiden Enzyme erfolgte grundsatzlich nach dem allgemeinen 
Protokoll, ausgearbeitet fQr die Oberexpression von Enzymen Im pMS470 System. 

Dabei wurde: 

-aus einer Ober-Nacht-Kultur (ONC) In eine Hauptkultur mit LB-Medlum und Antibio- 
tikum im SchQttelkolben Qberlmpft. 
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-bis In die exponentielle Phase anwachsen gelassen 

-be! ODeoo (Optische Dichte bei 600nm) 0.8 bis 1.5 mit IPTG (Isopropylthiogalactopy- 
ranosld) induziert 

-fOr 1 8h weiter induziert (Proteinexpression) 

-geerntet (Zentrifugatlon) und aufgeschlossen (Ultraschall) 

Expression der Nitrilhydratase 

Die mit pMS470Nhase7.3 (bzw. pMSNhasetactac7.3) transfonnierten E. coli B BL21 
Zellen wurden auf LB-Amplclliin-Platten vereinzeit und eine ONC von 100ml LB- 
Amplcillln Medium mit einer Einzelkolonie beimpfl. Am nachsten Morgen wurde eine 
Hauptkultur bestehend aus 250ml LB-Ampiclllin Medium in einem 1000ml Schika- 
nenkolben auf eine ODeoo von 0.01 bis 0.03 (Beckmann Photometer) belmpft. Die 
Wachstumstemperatur wurde auf 25"C eingeregelt. da bei hSheren Temperaturen 
ausschlieSlich die Bildung von unieslichen EinschluSkSrperchen erfolgt. Nach En-ei- 
chen der Induktlonsdichte (OD6oo=1 Beckmann Photometer) wurden die Kulturen 
durch Zusatz von IPTG zu einer Konzentratlon von 0.1 mM Induziert. ZusStzllch wur- 
den die Medien mit 0.1 mM Ammonlumelsen(lll)cltrat supplementiert. Nach En-elchen 
einer OD6oo>4 wurden die Kulturen geerntet (Zentrifugatlon bei ca. 3000*g fQr 15min) 
und einmal mit ca.lOOmI PBS-Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde im AnschluB 
in PBS-Puffer resuspendiert (ca. 6ml Gesamtvolumen) und mit einer Ultraschallson- 
de (BRANSON Sonlfier 250. 60% Leistungseinstellung. Konstantbeschallung; 5 mal 
30s mit je 1 min Pause zur KQhIung) aufgeschlossen (Visuelie Kontrolle der Vollstin- 
digkeit unter dem Mikroskop). Die so erhaltenen Rohlysate besaRen eine typlsche 
Aktivitat von ca. 100-250 U/ml (ca. 350-500U/ml fQr pMSNhasetactac7.3). analyslert 
mit Methacrylonitril als Substrat unter den nachfolgend angefOhrten Bedlngungen. 
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Zur Konservierung wurden die Lysate bei -20°C gelagert. Lagerung bei Raumtempe- 
ratur ist mit einem schnellen Verlust an Aktlvitat verbunden. 

Aktivitatsbestimmung: Rohlysate wurden unmittelbar vor der Aktivitatsbestlmmung 
1:10 mit PBS-Puffer verdOnnt 1.4ml einer 40mlVI Methacrylonitril LOsung in PBS- 
Puffer wurden mit 20 ni des verdQnnten Lysats versetzt und bei 28'C inkublert (Ep- 
pendorf Themnomixer 6436). Zum Zeitpunkt 0. 1. 2. 5. 10 und 15 Minuten wurden 
200mI Proben entnommen und unmittelbar mit 800mI 0.17% Phosphorsaure die En- 
zymreaktion In diesen Proben gestoppt. Nach Zentrifugation (16000*g. 10 Minuten) 
wurden die Proben spektrophotometrisch ( Perkin Elmer UVA/IS-Spekrometer 
Lambda Bio) bei 224nm vermessen. Der Anstieg der Extinktlon wurde mit der Zu- 
nahme der Konzentratlon an iVIethacrylamid kon-eliert, wobei ein e-Wert von 0.57 
rmmor^*cm'^ herangezogen wurde. 

Expression der Amidase 

Die mit PMS470-33/3/1/11 transformlerten E. coli B BL21 Zellen wurden auf LB- 
Amplcillin-Platten vereinzelt und eine ONC von 100ml LB-Ampicillin Medium mit einer 
Einzelkolonle belmpft. Am nSchsten Morgen wurde eine Hauptkultur bestehend aus 
250ml SOC-Ampicillin IVIedium In einem 1000ml Schikanenkolben auf eine ODeoo von 
0.01 bis 0.03 (Beckmann Photometer) belmpft. Die Wachstumstemperatur wurde auf 
30'C eingeregelt, da die Fermentation bei ST^C ausschlielilich zur Bildung von unlos- 
llchem und inaktiven Protein filhrt. Nach Errelchen der Induktionsdichte (ODeoo^l 
Beckmann Photometer) wurden die Kulturen durch Zusatz von IPTG zu einer Kon- 
zentratlon von 0.3mM Induziert. Nach einer Induktionszeit von 16h wurden die Zellen 
geemtet (Zentrifugation 3000*g, lOmin) und mit Natriumphospatpuffer (0.1 M, pH=7) 
gewaschen. Das gewonnene Pellett wurde auf ca. 5ml Gesamtvolumen im Wasch- 
puffer resuspendiert und mit einer Ultraschallsonde (BRANSON Sonifier 250, 60% 
Leistungselnstellung. Konstantbeschallung; 5 mal 30s mit je 1 min Pause zur KQh- 
lung) unter standiger KQhIung bis zur VollstSndigkeit aufgeschlossen (Visuelle Kon- 
trolle der VolIstSndigkeit unter dem Mikroskop). Die derart gewonnenen Rohlysate 
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wurden zur Konservierung bei -20°C eingefroren. Die Lysate besaBen eine AktivitSt 

von ca. 75 U/ml, bestimmt mit Acetamid (40mM) als Substrat In PBS-Puffer bei Zl'C 

(Bestimmung von freigesetztem Ammonium nach der Indoplienolbiau-Methode). 

Bestimmung der Amidasealctivitdt : 

Folgende Ldsungen wurden venwendet: 

SubstratlOsung: 40 mlVI Acetamid in PBS 

Ldsung A: 10% (w/v) Phenol in Etiianol (95%) 

Losung B: 0.5% (w/v) Nitroprussidnatrium in ddHaO 

Losung C: 100g tri-Natriumcltrat and 5g of Natriumydroxid in 550 ml Wasser 

Ldsung D: 600ml handelsObliche Natrlumhypochlorit-L5sung verdflnnt auf 1000ml 

Ammonlumstandards: 0, 80, 120, 200, 280, 400^g/l Ammonlumsulfat in Wasser 

1.4ml SubstratlOsung wurden mit 10|j1 EnzymverdQnnung (1:10 in F'BS) be! 30°C in- 
kubiert (Eppendorf Thennomixer 5436). In lOOpI Proben wurden nach 0, 1. 2, 5, 10 
und 15 Minuten mlt20Ml LOsung A die Enzymreaktion gestoppt. Nach Entnahme der 
letrten Probe wurden die so erhaltenen LSsungen mit 400pl Wasser verdunnt. Zur 
Kalibrierung wurden welters Ammonlumstandard-Losungen Oe 500ml) mit 20pl Ld- 
sung A vesetzt. Zu Proben sowie Standards wurden darauf 20mI de.r LOsung B und 
SOpI eines Gemisches von 4 Teilen LSsung C mit 1 Tell LGsung D zupippettiert. Gute 
Durchmlschung wurde durch Vortexen sichergestellt. Die so behandelten Proben und 
Standards wurden bei 37°C fOr 15min belassen. Die entstandene BlaufSrbung wurde 
nach VerdOnnung alter Proben und Standards 1:10 mit Wasser im Spektrophotome- 
ter (Perkin Elmer UVA/IS-Spektrometer Lambda Bio) bei 640nm quantlfizlerl. Durch 
Korrelation der Zunahme der Blaufarbung Ober die Zelt mit den Extlnktionswerten der 
Standards konnte auf die Aktlvitat (pMol frelgesetztes Ammonium pro Minute) rOck- 
gerechnet werden. 
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Beispfel 10: Hydrolyse unter Verwendung des rekombinanten Enzyms 

Bei diesen Umsetzungen wurde klonierte Nitrilhydratase von Rhodococcus erythro- 
polis NCIMB 11 540 als Rohlysat des E. coli Klons 7.3 (hergestellt gemafi Beispiel 9) 
verwendet. 

DurchfQhruna: 

50mL Rohlysat wurden mit 425mL Puffer (K/Na-P04"Puffer. pH 7, 50mM) verdQnnt 
und mit 25jjL einer ca. 200mM SubstratlSsung in DMSO versetzt (5mg Protein/mL 
S.-Konz. ca. lOmM, 5% DI\/ISO). Die Umsetzung wurde im Thermomixer bei 30°C 
und lOOOrpm durcligefQhrt. Nach 0, 2, 4, 6. 8, 10, 15, 20. 30. 60 und 120 IVIinuten 
wurde jeweils ein Eppendorfer mit 0.5mL IN HCI versetzt. Nach Zentrifugation (6min. 
13.000rpm) und entsprechender VerdUnnung wurden die Konzentrationen von Cy- 
anhydrin und Hydroxyamid mittels HPLC bestimmt. Die Aktivltat der Nitrilhydratase 
wurde anhand der Geschwindigkeit der Bildung des Hydroxyamldes ermlttelt (Stel- 
gung Im Anfangsbereich). Als Standardsubstrat (100% Aktivltat) wurde 2-HydrDxy-4- 
phenyl-butyronltrll verwendet. Die AktivitSt bei der Hydrolyse der anderen Substrate 
wurde mit der Aktivltat an 2-Hydroxy-4-phenyl-butyronltril verglichen (Tab. 5). 

Ergebnisse: 

Die Aktivltat der Nitrilhydratase im Rohlysat des E. coli Klons 7.3 bei der Hydrolyse 
von 2-Hydroxy-4-phenyl-butyronltrll betrug ca. 0.3umol*ma-^*min V in Tabelle 5 1st 
eIn Aktlvltatsverglelch an den verschiedenen Substraten dargestellt. 
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5- Verglelch der Aktlvitat der Nitrilhydratase aus dem E. coli Klon 7.3 an den 
verschiedenen Substraten. 



Substrat 


Aktivitat der 


1 Niu IN lyui ciiclot# L /oj 




100 


OH 






100 






OH 




XT" 


60 



Umsetzung von (/?)-2-<:hlormandelonitril im halb-praparativen MaBstab 

50mL eines Rohlysates der klonlerten Nitrilhydratase von Rhodococcus erythropolis 
NCIMB 11540 (E. co// Klon 7.3, hergestellt gemaft Beispiel 9) wurden mit lOOmL Puf- 
fer (K/Na-P04-Puffer, 50mM, pH 6.5) verdUnnt. Nach Zusatz von 1.0g (R)-2- 
Chlormandelonltril (ee>99%) In 1.5mL DMSO wurde die Suspension be! 150rpm und 
30°C geschQttelt. Nach vollstandigem Umsatz wurden die ZelltrQmmer abzentrifugiert 
und das Produkt wurde 4 Tage mit CH2CI2 kontinuierlich extrahiert. 
ee des Rohprodulctes: >99% 
Ausbeute nach Reinigung: 0.91 g (82%) 
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PatentansprUche: 



1. Verfahren zur Herstellung von chiralen a-Hydroxycarbonsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass (R)- oder (S)-Cyanhydrine In Gegenwart von Rhodococcus 
erythropolis NCIMB 11540 durch enzymatische Hydrolyse in die korrespondieren- 
den (R)- oder (S)- a-Hydroxycarbons§uren QberfQhrt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass (R)- oder (S)- 
Cyanhydrine als Edukte eingesetzt werden, die durch enzymatische oder che- 
misch katalysierte Addition einer Cyanidgruppe and die entsprechenden aliphatl- 
schen, aronnatischen oder heteroaromatischen Aldehyde oder Ketone erhalten 
werden. 



3. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass (R)- oder (S)- 
Cyanhydrine der Formel 

HO^CN 
R1 R2 

in der Rlund R2 unabhSngig voneinander H, einen gegebenenfalls ein- oder 
mehrfach mit unter den Reaktlonsbedingungen inerten Substituenten substltuier- 
ten Ci-Ce-AlkyI- oder -Alkenylrest oder einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach 
mit unter den Reaktionsbedingungen inerten Substituenten substituierten Phenyl- 
rest bedeuten, mit der IVIaSgabe, dass R1 und R2 nicht beide H sind, eingesetzt 
werden. 



4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass der IVIikroorganismus 
Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 in Form von gemahlenen Zellen, rohen 
Oder gereinlgten Enzymen, rekombinanten Enzymen, immoblllsierten Zellen oder 
Enzymen, lyophillsierten Zellen oder von .resting cells" eingesetzt wird. 
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5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass der Mikroorganismus 
Rhodococcus eryfhropolis NCIMB 11540 in einem wSssrigen Medium suspendiert 
wird und die so eriialtene Suspension mit dem entsprechenden chiralen Cyan- 
hydrin in Gegenwart eines LSsungsvemriittlers als Cosolvens versetzt wird. 

6. Verfahren nacli Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, dass als Losungsvennittler 
organische LQsungsmittel, Tenside oder Phasentransferkatalysatoren eingesetzt 
werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet, dass als organisches L6- 
sungsmittel DMSO, DMF, Ci-Ce-Alkohole, TMBE oder Gemlsche derselben einge- 
setzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, dass der Cosolvensanteil 
zwischen 0,5 und 20Vol% bezogen auf das Gesamtvolumen der ReaktionslOsung 
liegt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, dass der pH-Wert des Re- 
aktionsgemisches zwischen 4.5 und 1 1 liegt. 

. 10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass die Hydrolyse bei 
einer Temperatur zwischen 10 und SO'C durchgefQhrt wird, 

11. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzelchnet, dass als rekomblnantes 
Enzym ein durch Expression des pl\/IS470-Plasmldsystems in einer geeigneten 
WIrtszelle erhaltenes Enzym eingesetzt wird. 
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Abbildung 1: Plasmidkarte von pMS470Nhase7.3 
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